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11. PENDAHIILUAN 
1.1 Latar Belakang 
Saat ini kecendemngan konsumen untuk mengkonsumsi bahan pangan yang 
bersifat segar, alami, sehal dan bcbas bahan pengawet semal;~n meningkal. Hal ini 
disebabkan karena meningkatnya kesadaran konsumen terhadap keamanan bahan pangan. 
Bahan pangan yang diawetkan dengan suhu d~ngin (refrigerafedfood) merupakan bahan 
pangan yang bersifat lebih alami serta lebih segar bila dibandingkan dengan bahan 
pangan awetan lainnya yang memanfaatkan bahan kimia sebagai bahan pengawet. 
Namun demikian kenyataan menunjukkan bahwa pengawetan dengan suhu dingin belum 
mampu mencegah tumbuhnya beberapa bakteri patogen, ha1 ini dibuktikan dengan masih 
ditemukannya beberapa bakteri palogen psikotropik dalam bahm pangan tersebut 
misalnya Li.s!wia monocylogenes, Clos!r~dium bolulinurn B dan E, Yersinia 
en~erocoliiicu. Aerommnus hydrophila dan beberapa entcrofokuigenrk Escherichiu colt. 
Listeria rnonocylogcnes mempakan bakteri Gram positif, fakultatif anaerob yang 
saat ini merupakan bakteri patogen yang banyak ditemukan dalam bahan pangan 
khususnya bahan pangan yang disimpan dingin. Dampak negalif kesehatan dapat 
ditimbulkan oleh Lzsieriu monocytogenes tenltama bagi wanita hamil, bayi yang bam 
Iahir dan balita. Reberapa sifat yang dimiliki oleh Listeria rnunocylogenes adalah 
kemampuan untuk tunibuh pada beberapa kondisi lingkungan seperti suhu dingln 
maupun suhu tingg~ (1 - 45' C), pH rendah, serta pada konsentrasi garam tinggi (lebih 
10) sehingga menyebabkan Listeria rnonocy6oKenes sulit untuk dikendalikm. Tumbuhnya 
bakteri patogen psikotropik Listerla monocylogenes atau bakteri patogen lainnya dalam 
bahan pangan yang disimpan pada suhu dingin ini metupallan masalah yang hams segera 
diatasi. Bahan pengawet yang memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan 
bakteri patogen tersebuc namun masih dapat mnempertahankan sifat alami, kesegaran dan 
keamanan bahan pangan yang diawetkan sangatlah diperlukan. 
Bakteri asam laktat (BAL) m e ~ p ~ k a n  je is bakteri yang telah lama dikenal 
mampu memperpanjang masa simpan bahan pangan, karena kemampuannya dalam 
menghasilkan senyawa antibakteri seperti asam laktat, hidrogen peroksida, diasetil dan 
hakteriosin. Penambahan bakteri asam Iaklal spesies Lactobaci~lus spp., Lactococcus 
lac ti.^ dan Pediococcus spp. dalam jumlah tinggi dapat mengendalikan bakteri pembusuk 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
dan bakleri patogen dalam bahan pangan seperti produk daging, susu dan keju selama 
pendinginan pada suhu dibawah 5" C. Selain itu bakteri asam laktat tersebut juga mampu 
mengendalikan pertumbuhan beberapa bakteri pembusuk dan bakteri patogen ada suhu 
lebih tinggi (10-12' C). Kernampuan bakteri asam laktat dalam menghasilkan senyawa 
antibakteri menjadikan bakteri asam laktat berpotensi digunakan sebagai bahan pengawet 
alami pada bahan pangan. Bakteriosrn adalah salah satu senyawa antibakteri yang 
dihasilkan bakteri asam laktat yang memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai bahan 
pengawet alami karena kemampuannya dalam menghambat pertumbuhan bakteri lain. 
Nisin merupakan bakteriosin yang dihasilkan oleh Lactolacoccus lacris subsp. 
L,uctis yang sudah sejak lama digunakan di beberapa negara sebagai pengawet hahan 
pangan. Sejak tahun 1969 nisin telah dinyatakan sebagai bahan pengawet pangan oleh 
Food and Agriculture OrganizationIWorld Health Organization. Dan pada tahun 1988 
nisin telah dikategorikan kt. dalam generally recognized as safe (GRAS) sebagai ,food 
ingredient bahan pangan. 
Pada penelit~an ini digunakan isolat BK-8, bakteri asam laktat yang diisolasi dari 
produk daging. Isolat ini dihampkan dapat nienghasilkan bakteriosin yang selanjutnya 
dapat dimanfaatkan sebagai bahan pengawet alami bahan pangan. Pemilihan isolai BR-8 
sebagai bakteri penghasil bakleriosin didasarkan atas skrining yang telah dilakukan pada 
awal penelitian. Skrining ini bertujuan untuk ~nendapatkan bakteri asam laktat penghasil 
bakteriosin dengan aktivilas tertinggi dalam menghambat bakteri lain. Langkah 
selanjutnya adalah melakukan purifikasi dart  karakterisasi terhadap bakteriosin yang 
dihasilkan oleh isolat BR-8. 
1.2 Tujuan 
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat BAL penghasil bakteriosin 
dengan kemarnpuan penghambatan tertinggi terhadap bakteri lain serta melakukan 
purifikasi dan karakterisasi bakteriosin yang dihasilkan. 
1.3 Manfaat 
Memanfaatkan bakteriosin sebagai bahan pengawet alami yang aman pada produk 
makanan. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
11. TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Bakteriosin dari Bakteri Asam Laktat 
Bakteri asam laktat (13AL) adalah kclompok bakteri Gram positir, t~dak berspora, 
berbentuk bulat atau batang, memproduksi asam laktat sebagai produk akhir selama 
fermentasi karbohidrat, katalase negatif, mikroaerotoleran dan asidotoleran. Bakteri asam 
laktat seringkali tumbuh pada habitat kaya nutrisi seperti susy daging dan sayuran namun 
sebagian bakteri asam laktat juga dapat ditemukan &lam usus, mulut dan vagina 
mamalia. Klasifikasi BAI, pada tingkat genera didasarkan pada morfologi, model 
fermentaqi gula, suhu pertumbuhan, kemampuan untuk tumbuh pada konsentrasi garam 
tinggi dan toleransi pada kondisi asam atau basa. Beberapa genera BAL meliputi 
Luctobocillus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc spp., Pediacoccus spp., Streptococcus 
spp., Aerococcus spp., Enr~rococcus spp., ~"arnobacterium spp., Vugt~coccus pp. dan 
Tefrugenococcus spp. Metabolisms bakteri asam laktat dapat digunakan untuk 
mengelompokkan BAI. sebagai homofermentatif atau heterofermentatif. Kelompok 
homofermentatif yaitu spesies BAL yang rnembah glukosa menjad~ asam laktat melalui 
jalur Enibden-MeyerhqIJ:Parnaas (BMP). Kelompok kedua adalah kelompok 
heterofennentatif yaitu spesies BAL yang menghasilkan campuran produk fermentasi 
asam laktat dan produk lainnya yaitu etanol asam asetat dan gas C02 melalui jalur 
fermentasi 6-fosfoglukonat/fosfoketolase (6-PG/PK)(Axelsson, 1993). Garnbar I 
menunjukkan jalur fermentasi glukosa oleh bakteri asam laktat y a ~ h ~  jalur Embden- 
Meyeihoff-Pamas (EMP) d m  jalur 6-phosphoglukonat/phosphoketolase (6-PGPK). Pada 
tingkat spesies klasifikasi BAL didasarkan pada isomer asam laktat (D, L atau DL) yang 
dihasilkan, tipe asam diarnino pimelat d a l m  peptidoglikan (DAP atau non IIAP), 
pembentukan dekstran dari sukrosa, hidrolisis arginin serta kemampuan menghasilkan 
asam dari berbagai sumber karbon (Rahayu dan Margino, 1997) 
Bakteri asam laktat telah banyak digunakan dalam fermentasi susu, daging dan 
sayuran (Jaminez-Diaz el ul , 1995). LacfobaciNus plantarum pentosus kompleks 
mempakan BAL yang banyak ditemukan pada berbagai makanan hasil fermentasi asli 
Indonesia misalnya asinan terong, gatot, tempe, tape, tempoyak, asinan rebung, y o w l  
dan moromi. Bahkan dari berbagai isoIat ini diantaranya LactobaciMu.~ planlarum TGR- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
2 yang diisolasi dari growol mampu menghas~lkan senyawa antibakteri mirip bakteriosin 
yang rnampu rnenghambat pertumbuhan bakteri indikator S~aphylococcu.~ aureus 
(Rahayu el al , 1996). 
Kemampuan BAL dalam menghambat pertumbuhan bakferi lain menjadikan BAL 
sangat berpotensi sebagai biopreservasi pada bahan pangan. Penghambatan ini 
disebabkan oleh beberapa komponen antibakteri seperti asam organik (asam laktat, asam 
asetat, asam propionat), H202, diasetil dan bakteriosin. Beberapa ptnelitian melaparkan 
bahwa BAL mampu mengharnbat pertumbuhan bakteri patogen maupun bakteri 
pembusuk pada bahan pangan. Daty el ul. dalam Ray (1992) melaporkan bahwa 
Slreptococcus diaceiylactis strain 18-16 mampu menghambat pertumbuhan Pseudomonas 
spp., Escherichia coli Salmonella spp., Staphylococcur aureus, Clostridium perfringens 
dan Serrufia marcescens sebesar 99,9 selama 24 jam. Lebih Ianjut Tanaka et al. dalam 
Ray (1992) melaporkan bahwa selama fermentasi daging; Lacfobacillus plantarum 
mampu menghambat pertumbuhan Closfridizim botulinum sebesar 95 karena aktrvitas 
asam yang dihasilkannya. Penggunaan strain penghasil bakteriosin seperti Lactobacillus 
sake atau Pediococcus sp. selarna fermentasi saus efektif dalam menurunkan 
pertumbuhan Listeria mclnocy1ogene.r (Juntilla el nl. dalam Ray (1992). Penghambatan 
pertumbuhan bakteri patogen maupun bakteri pembusuk pada fermentasi susu oleh BAL 
telah banyak dilaporkan. Misalnya strepfoeoccur spp. mampu menghambat sebesar 86-99 
pertumbuhan bakteri patogen ,Viaphylococcus ccureus dan Salmonella fyphimurium selama 
6 jam pada suhu 32" C. Lebih lanjut dinyatakan bahwa Lactobaci[lus bu1garicu.c mampu 
menghambat pertumbuhan Pseudomonas fragi pada susu selama 24 jam (Gilliland and 
Speck dalam Ray 1992). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Kekerabahnnya serta memiliki spektrum penghambatan sempit. Definisi bakteriosin 
berkembang sampai pada tahun 1982 seperti yang dikemukakan oleh Konisky hahwa 
hanya ada dua persyaratan uniuk bakteriosin yaitu bakteriosin merupakan protein clan 
tidak benifal memaiikan terhadap sel yang mcmproduksinya (not suicrde prolerns) (Jack 
el al.. 1995). 
Klaenhammer (1988) mengemukakan beberapa sifat bakteriosin ya~tu pada 
umumnya stabil terhadap panas, sensitif terhadap beberapa enzim proteolitik, bakterisidal 
terhadap bakteri lain dan memiliki spektrum penghambatan sempit. Bakteriosin efekfif 
terhadap bakteri Gram positif dan Gram negatif, namun pada umurnnya efektif terhadap 
bakteri Gram positif. 
Berdasarkan sifat biokimia dan studi genetik, Klaenhammer (1994) membagi 
bakteriosin menjadi 4 kelas Kelas I merupakan bakteriosin lantibiotik yang mengandung 
asam amino lantion~n dan p-meallantionin (unusual amino  acid^) yang terbentuk melalui 
modifikasi pasca translasi asam amino karena terjadi proses dehidrasi pada asam amino 
serta terbentuknya ikatan th~oeter. Kelas I1 me~pakan  kelompok bakteriosin yang 
merupakan molekul kecil (< 10 kDa), tahan panas serta non lantibiotik (tidak 
mengandung unusual amino acids). Kelas 111 mempakan kelompok bakteriosin dengan 
molekul besar (> 30 kDa) dan sensitif terhadap panas sedangkan kelas IV adalah 
komplek bakteriosin yang mengandung karbohidrat atau lemak. 
Bakteriosin dapat dihasilkan oleh berbagai spesies bakteri asam laktat maupun 
bakteri lain selain bakteri asam laktat. Namun beberapa penelitian menunjukkan bahwa 
pada umumnya bakteri asam laktat lebih banyak digunakan sebagai penghasil bakteriosin 
dibandingkan bakteri lain, ha1 ini disebabkan karena bakteri asam laktat telah terbukti 
sebagai bakteri yang aman dan telah lama terlibat dalam proses fermentasi hahan pangan. 
Beberapa bakteriosin yang dihasilkan oleh BAL misalnya bacteriocin S50, dan lacticin 
3147 merupakan bakteriosin yang dihasilkan oleh Laclococm spp.. Camocin U149 
merupakan bakteriosin yang diiasilkan oleh Carnobacterium spp., sedangkan lactacin B 
dan plantaricin C19 dihasilkan oleh Lactobacillus spp.. Bakteriosin yang dihasilkan oleh 
spesies Leuconostoc misalnya leucocin A dan mesenterocin 5 sedangkan dari 
Pediococcus spp. dapat dihasilkan pediocin PA-I. Pada Tabel 1 disajikan beberapa jenis 
bakteriosin yang dihasilkan oleh berbagai spesies BAL. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Tabel I .  Beberapa macam bakteriosin dan bakteri penghasilnya 
Bacterioein 550, yang dihasilkan oleh Laclococcus lactis subsp. diace*ciis S50 
(Kojic et al., 1991) mempakan bakteriosin yang memiliki spektrum antibakten terbatas 
(narrow antibacrerial spectrum) yaitu hanya aktif terhadap spesies Lactococcus. 
Aktivitas bakteriosin S50 hilang dengan adanya perlakuan protease, namun tetap aktif 
dengan perlakuan pemanasan 100' C selama 60 menit, demikian juga dengan pengamh 
pH 2-1 1, bakteriosin SSO tetap menunjukkan adanya aktivitas antibakteri. Sebaliknya 
Refereosi 
-- 
Daba el ul., 199 1 
- 
Marw J.van Belkum 
dan Stiles, M.E., 1995 
Stoffels er al., 1992--- 
Motlagh el a l ,  1992 
Hynes era!., 1993 
Atrih BI u Z ,  1993 
Kawai et a1 , 1994 
- 
Kanatani, K. dan 
Oshnnura, M., 1994 
Mortvedtefal., 1995-- 
Kanatani et al., 1995 
Kojic et at .  1991 
Ryan el a l ,  1996 
- 
Auliffe el ul., 1998 
Valdes-Slauber dan 
Scherer, S., 1996 
No 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
Bakteriosin 
- 
Mcsenterocin 5 
-- -- 
Leucocin A 
Carnocin U149 
Pediocin AcH 
- 
Streptococcin A-FF22 
Plantaricin C 19 
Ciassericin A 
- - 
Planticin 154 
LactocinS 
Acidocin A 
Bacteriocin 550 
-A- 
Diplococcin DR 
Lactacin 3 147 
Linocin MI 8 
Bakteri penghasil 
Leuconosloc me.\'enleroide.s 
Leuconostoc Re%dum 
Carnobacleriutn sp. 
Pediococcus aridilacticr . H 
Slreptococcu,~ pyrogenes 
LactoBacillus planlarum 
C19 
Lac~obacillus gasseri LA39 
Lactobacillus plun~arum 
LTF154 
LuctobaciNus sake L45 
Lactobacillus ~k ido~h i lu s  
Lactococcus laclis suhsp. 
diacitilactis S50 
Laclococcus laetis suhsp 
luclis ADRTA 85L030 
- 
Laclococcus luctis 
DPC3147 
Brevibacterium linens MI 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
baktenosin yang dihas~lkan Lacfococcus 1nc1z.s DPC3147 yaitu laeticin 3147 memilik~ 
spektrum antibakteri luas (broad untibucreriul spectrum) yang mampu menghambat 
pertumbuhan bakteri lain tidak hanya terhadap Lactococcus spp. namun aktif juga 
terhadap spesies lain yang diujikan seperti laciobac~lIi enterococcr, leuconocIoc,r, 
pediococcz, clostridia, Listeria , stuphylocuccr dan sfreplococci Auliffe el ul. ( 199s) 
menyatakan boahwa lacticin 3147 bersifat bakterisidal terhadap L laclr,s Lisleriu 
monocyfogmes dan Bucif1lr.v subtilis. Bakteriosin ini stabil terhadap panas yaiiu tetap 
memiliki aktivitas antibakteri meskipun dengan perlakuan pemanasan 60, 70, 80, 90, 100 
dan 121" C selama 10 menit. Lacticin 3 147 tetap menunjukkan aktivitas antibakteri pada 
pH 5, 7 dan 9. Namun dengan perlakuan en;.im proteinase K, lacticin 3 147 kehilangan 
aktivitas antibakterinya (Ryan el a/.. 1996). Bakteriosin yang dihasilkan oleh spesies 
Camobacterium yaitu camocin U149 diketahui memiliki stabilitas terhadap pengaruh 
panas serta perlakuan pH 2-8 dan aktivitas hilang dengan perlakuan di atas pH 8. 
Analisis asam amino menunjukkan bahwa camocin U149 tergolong sebagai lantibiotik 
dan memiliki 35-37 asam amino. Berat molekul yang dimiliki berkisarantara 4,s-5,O kDa 
(Stoffels el aL, 1992). Lactacin R adalah salah satu bakteriosin yang dihasilkan oleh 
LacloBacilIus spp. Bakter~osin ini stabil terhadap penganih panas, memiliki spektrum 
penghambatan sempit, serta memiliki berat molekul 28 kDa (Barefoot el nl ,  1994). 
Selain itu, plantaricin C19 juga merupakan bakteriosin yang dihasilkan oleh spesies 
Lac~oBucillus hasil isolasi dari makanan fermentasi (@-merited cucumbers) yang 
diketahui memiliki karakler stabil terhadap asam, panas, mempunyai berat molekul 
3.5 m a ,  serta mampu menghambat pertumbuhan beberapa bakteri patogen seperti 
Listeria spp. dan Bacillzrs cougulans 3erta bakteri pembusuk (Atnhetal., 1993). 
Bakteriosin yang dihasilkan oleh spesies Leuconostoc misalnya L. gelidum yang 
diisolasi dari daging, dikenal sebagai leucocin A (Hasting and Stiles, 1991). 
Mesenterocin 5 dihasilkan oleh Leuconostoc rnesenter~ide~~ UL5, merupakan bakteriosin 
yang diisolasi dari keju. Bakteriosin ini memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan 
Listeria monocytogenes, stabil terhadap pengaruh panas (100' C, 30 menii) dan memiliki 
berat molekul4,5 kDa (Daba et ul., 1991) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Gambar 2. Hipotesis model Mosintesis pediocin AcH (Bukhtiyarova el al., 1994) 
Bakteriosin yang dihasilkan oleh spesies Pediococcus misalnya pediocin PA-1 
memiliki karakter yaitu sensitif terhadap protease, papain, pepsin seda a-chyn~olrypsin 
dan memiliki berat molekul 16,s kDa. Bakteriosin ini tetap stabil terhadap pengaruh 
panas (100" C, 10 menit), lipase, lizosim serta perlakuan pH 4 - 3 (Gonzales and Kunka, 
1987). 
Biosintesis bakteriosin secara pasti belum diketahui namun terdapai dugaan 
model biosintesis pediocin AcH (Gambar 2) yaitu diawali dengan transkripsi mRNA dari 
gen pap dalam pSMB74 selunjutnya ditranslasi sebagai prepediocin dan ditranslokasi 
melalui membran sitoplasma Protein Pap C dan Pap D berfungsi membantu ieradinya 
translokasi prepediocin. Pediocin yang terbenluk diluar membran sitoplasma selanjutnya 
dikeluarkan melalui dinding sel. Pediocin yang telah keluar akan tetikat pada dinding sel 
atau bemda dalam keadaan bebas tidak terikat dinding sel, ha1 ini torgantung pada pH 
ligkungan (Bukhtiyarova el al., 19W). 
2.2 Purifikasi Bakteriosin 
Beberapa teknik dengan berbagai kombinasi telah digunakan untuk mendapatkan 
bakteriosin baik dalam keadaan murni. Pada Tabel 2 disajikan beberapa metode purifi kasi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
bakteriosin. Pada umumnya metode purifiktxii bakteriosin merupakan meiode yang 
komplek yang melibatkan beberapa tahapan yaitu presipitasi ammonium sulfat, 
kromatografi seperti gel fillrution, ion exchunge, reverse phase dan high performance 
liquid chrnmulugruphy (HI'I ,C) (FYluriana and Luchansky, 1993) 
Tabel 2. Purifikasi bakteriosin dari bakteri asam laktat 
laenhammer, 1984 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Purifikasi bakteriosin pada umumnya rnelibatkan beberapa tahapan yaitu : 
1 .  Presipitasi 
Presipitasi digunakan sebagai tahap awal fraksinasi bakteriosin yaitu mempakan 
teknik pemisahan berdasarkan perbedaan kelamtan. Pada umumnya teknik presipitasi 
menggunakan ammonium sulfat, prinsip pres~pitasi adalah pengendapan protein karena 
terikatnya molekul air oleh ion garam. Molekul air akan berkurang dan bagian hidropobik 
protein akan saling bergabung membentuk a@egat (Muriana and Luchansky, 1993). 
Metode ini menguntungkan karena mudah dan efektif dilakukan namun memiliki 
kekurangan yaitu memungkinkan ikut terendapnya protein d m  molekul lair1 scperti 
glikogen, pati, atau polisakarida (Sasha and Seiiter, 1990). 
2. Metode adsorbsi-desorbsi 
Kelemahan pemurnian bakteriosin dengan teknik presipitasi ammonium sulfat 
dapat teratasi dengan adanya teknik purifikasi baru yang melibatkan teknik adsorbsi dan 
desorbsi bakteriosin pada d~nding sel bakteri dengan menggunakan pH terlentu (Bhunia, 
1991). Teknik purifikasi terbaru yang didas'arkan pada prinsip adsorbsi-desorbsi telah 
dibuktikan berhasil mendapatkan ekshak bakteriosin dalam keadaan murni (Yang el al., 
1992). Selanjutnya Yang el ul. (1992) mengemukakan bahwa molekul bakteriosin &an 
terad~orbsi sebesar 93-1 00 pada pH sekitar 6,0 d m  adsorbsi terendah sampai 5 dicapai 
pada pll 1,5-2,O. Ekstraksi uisin dari Lactococcus lactis subsp. lactis dilakukan pada pH 
6,s uniuk proses adsorbsi dan proses desorbsi dilakukan pada pH 2,s temyata mampu 
menghasilkan ekstrdk sebesar 93.3 (Yang el ul., 1992). Daba el a[. (1994) menyebutkan 
bahwa pemurnian bakterios~n yang dihasilkan oleh Pediococcus acidilactici UL5 berhasil 
dilakukan dengan tahapan ekstiaksi pada kondisi asam yang menggunakan pH 2 dan 
dilanjutkan dengan reversed- phase HPLC. Metode ini juga berhasil dilakukan terhadap 
pediocin AcM yaitu bakterios~n yang dihasilkan Pediococcus acidilactici M dan 
didapatkan kemurnian bakteriosin sampai 40,4% (Elegado et al., 1997). 
Metode pernumian dengan melibatkan proses adsorbsi-desorbsi memiliki 
beberapa keuntungan yaitu lebih mudah dilakukan karena hanya melibatkan sedikit 
tahapan pemurnian dan didapatkan hasil kemurnian yang cukup tinggi (Yang et al., 1992; 
Elegado el d l ,  1997). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
3. Krornatografi Kolom 
Beberapa teknik kromatografi banyak digunakan untuk rnelakukan purifiasi 
bakteriosin. Misalnya metode kromatografi gel filtm51 yaitu metode pemisahan protein 
yang d~dasarkan pada pcrbedaan ukuran molekul protein. Teknik ini menguntungkan 
karena proses pemisahan pada kolorn tidak Lerpengaruh adanya ion-ion, deterjen, urea 
serta dapat diaplikasikan pada kadar ~onik rendah maupun tinggi, namun kelemahan 
teknik ini adalah kemampuan pemisahan rendah sehingga seringkali gel filtrasi 
digunakan pada tahap akhir pemurnian (Stellwagen, 1990). Sedangkan krornatografi 
penukar Ion merupakan pemisahan protein yang didasarkan pada muatan ion yang 
dimiliki oleh molekul protein. Teknik ini memiliki kemampuan pemisahan yang tinggi 
sehingga rnolekul dengan perbedaan muatan yang sangat kecilpun dapat dipisahkan 
flossomando, 1990). 
Purifikasi dengan kromatografi penukar ion dilakukan lewat kolum yang diisi 
dengan matrik kation alau anion. Matrik anion mengandung aminoethyl (AE), 
diethyluminoethyl (DEAF) atau quurtenary aminoethyl (QAE) yang memiliki g u y s  
bermuatan positif, akan mengikat senyawa bermuatan negafif Sebaliknya matrik kation 
mengandung carhoxymt.thyl (CM) atau curboxymeihyl (SIX) yang bennuatan negatif, akan 
menarik senyawa bermuatan positif (Anonim, 1983). 
Beberapa faktor yang berpengaruh lerhadap keberhasilan teknik kromatografi 
penukar ion adalah pemilihan matrik, kestabilan protein terhadap pH dan kekuatan ionik. 
I'ernilihan matrik, pH serra kekuatan ionik yang tepat dapat diketahui bila titik isoelektrik 
suatu protein telah diketahui (Harris and Angal, 1990). Teknik kromatografi lain yaitu 
reverse-phare chromarogruphy dan hrgh pertnfnrmance liquid chromatography (HPLC). 
Reverse-phuse chrorriu~ogruphy metupakan teknik pemisahan protein yang didasarkan 
adanya interaksi sifat hidropobisitas antata protein dan matrik pada kolom sedangkan 
HPLC adalah teknik pemisahan protein terbaru dengan kemampuan adsorbsi-desorbsi 
matrik lebih tinggi, kolurn dapat diaplikasikan dengan kecepatan 10-60 kali lebih tinggi 
serta mahik rnernilik~ kekuatan mekanik yang lebih tinggi (Roman and Regnier, 1990). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
2.3 Mctode Uji Aktifitas Bakteriosin 
Ada bebenpa metode yang digunakan dalam melakukan skrining bakteri 
pcnyhasil bakteriosin. Narnun pada dasamya ada dua rnacam metodc yang diyunakan 
untuk melakukan skrining yailu metode dilusi agar (agur diffuusion techniques) dan 
metode pengenceran (critical dilution nlethod) (Hoover and Hariander, 1993). Pada 
metode d~fusi agar, komponen antibakteri terdifusi dalam agar sehingga menghambat 
pertumbuhan bakteri indikator. Penghambatan positif bila terbentuk zone jernih (clear 
zone) di sekitar koloni, besamya zona jemih yang terbentuk menunjukkan hasil difusi 
komponen antibakteri dan laju pertumbuhan bakteri indikator (Unton, 1983). Metode 
difusi agar lainnya adalah metode sumuran (trgur well difision assay) yaitu supematan 
dnri bakteri penghasil bdkieriosin dirnasukkan ke dalam sumuran yang diletakkan di atas 
agar yang telah diinokulasikan dengan bakteri indikator. Adanya zona jernih di sekitar 
sumuran menunjukkan bahwa bakteri tersebut positif menghasilkan bakteriosin (De 
Vuyst and Vandamme, 1994). Metode difusi agar lain yang lebih mudah dan lebih cepat 
dilakukan adalah metode simultan. Metode ini dikenal dengan prosedur spot-on- luwn 
yang dikenalkan oleh Gratia (1946), metode ini dilakukan dengan cara bakteri indikator 
dan bakten penghasil bakteriosin ditumbuhkan secara bersamaan pada media padat yang 
sama. Bakteri indikator diseba pada permukaan agar dan bakteri penghasil bakteriosin 
diinokulasikan di atasnya. Munculya wna jernih menunjukkan adanya aktivitas 
bakteriosin dalam menghambat pertumbuhan bakteri indikator (Hoover and Hariander, 
1993). Namun rnetclde ini mernuki kelemahan bila digunakan untuk melakukan skrining 
terhadap bakteri penghasil bakteriosin karena munculnya zona jernih tidak hanya 
disebabkan karena adanya aktivitas bakteriosin namun dapat disebabkan karena pengaruh 
asam yang dihasillkan oleh bakteri asam laktat, sehingga masih diperlukan teknik lain 
untuk melakukan skrining. Metode pengenceran (Crrtical Dilution Method) merupakan 
metode kuantitatif untuk mcnguji besamya aktivitas bakteriosin. Arbitrary unifs (AU) 
merupakan satuan yang dibmnakan untuk mengukur aktivitas antibakteri (Hoover and 
I-Iariander, 1993). Satu Arbitrary units merupakan sejumlah 5 p1 hasil pengencemn 
tertinggi supematan bakteriosin yang menghasflkan zona pengharnbatan terhadap bakteri 
indikator (Nielson el aL, 1990). Metode ini dilakukan dengan cara membual seri 
pengenceran kemudian memindahkan sejumlah 5 p1 atau lebih dari masing-masing 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
pengenceran pada permukan agar yang telah diturnbuhi bakterl indikator. Setelah 
diinkubasi, akan teriihat zona penghanlbatan sampai pada pengenceran tertentu yaitu 
scdikitnya 1-2 mm. Nilai pcngenceran tertinggi yang diperoleh kemudian dikalikan 
dengan laktor konversi (bila supematan yang digunakan sebanyak 5 p1 maka perhitungan 
memakai Faktor konversi 200. yaitu diperoleh dari 1 rnl dibagi 5 pl) untuk mendapatkan 
AU/nlI (Gonzales and Kunka, 1987; Bhunia c6 al., 1988; Bhunia et ul., 1991). Metode 
pengenceran mi memiliki keuntungan bila digunakan untuk melakukan skrining secara 
kuantitatif, karena supematan yang digunakan diperlakukan terlcbih dahulu dengan 
pemanasan serta pengaturan pH (pH 6-6,5) sehingga zona jemih yang muncul disebabkan 
karena aktivitas bakten'osin bukan karena adanya pengaruh asam. Selain itu dcngan 
menggwnakan metode pengenceran ini aka) dapat diketahui sampai seberapa jauh 
kemampuan suatu baktetiosin dapat menghambat pertumbuhan bakteri lain. 
2.4 Aplikasi Bakteriosin 
Bakteriosin memiliki keterbatasan dirlam melakukan penghambatan terhadap 
bakteri lain yaitu hanya mampu menghambat bakteri yang rnemiliki hubungan 
kekerabatan dekat sehingga aplikasi bakteriosin pada umumnya diiujukan untuk bahan 
pangan yang disimpan dingin seperti susu, produk daging dan keiu. Holla (1990) 
mclaporkan bahwa penggunaan pediocin AcH sebagai biopreservasi terhadap produk 
pangan yang disimpan dingin (ice cream, susu, daging, saus, susu dan keju) sangat efektif 
karena terjadi penurunan yang sangat cepat terhadap jumlah bakteri pembusuk yang 
tumhuh. Setelah penyirnpanan minggu ke 3, populasi bakteri pembusuk mengalami 
penurunan sebesar 3 siklus log bfla dibandingkan dengan kontrol. Bakteriosin yang 
dihasilkan olch Pediococcm acidilactici memiliki kernampuan penghambatan dan 
bers~fat bakterisidal terhadap bakteri patogen Listeria monocytogenes yang tumbuh 
dalam daging segar (fresh meat). Penghamhatan ini dibuktikan dengan kemampuan 
bakteriosin dalam mengurangi jumlah baktcri sampai 0,5-2,2 siklus log. Stabilitas 
penghambatan bakteriosin masih dapat bertahan sampai pada hari ke 28 penyimpanan 
dingin daging segar mielsen e6 al., 1990). Kalchayanand (1990) menyebutkan bahwa 
pada awal penyimpanan, pediocin AcH marnpu menurunkan jumlah sel bakteri 
psikottopik Leuconosloc mcsenteroides sebesar 2.5 siklus log pada produk daging 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
kemasan vakum yang disimpan d-alam suhu 3" C.  Setelah 8 minggu penyimpanan 
pcdiocin AcH marnpu menumnkan sel sebesar 2 siklus log dan selanjutnya setelah 12 
rninggu penyimpanan penurunan sel rnencapai I siklus log. 
Rahayu er al. (1988) dalam peneliliannya memperoleh hasil bahwa senyawa 
antibakteri yang dihasllkan oleh Lactobacillus plantarum 'TGR-2 rnampu memperpanjang 
masa simpan susu pasteurisasi sampai 55 hari. 
Kirn et al. (1993) melaporkan bahwa penggunaan bakteriosin yang dihasilkan 
Pcdiococcu.~ acidilactrui KFRl 168 memiliki spektrurn pengharnbatan terhadap beberapa 
strain bakteri sepcrti Lisleria monocytogenes, Staphylococcus aureus dan Enlert~coccus 
faccium pada proses fermentasi saw. Bakteriosin ini mampu menurunkan jumlah bakteri 
Staphylococcus aureus, Salmone[la, Eschrrlchia coli. Closlridium perfingens dan 
Listeria monocyiogenes berturut-tumt sebesar 2.8,2.3,2.4,0.7 dan 0.5 siklus log. 
Nisin Z dapat digur~akan sebagai pengawet alami pada produk udang untuk 
menggantikan pengawet kimia sodium benzoat-potasium sorbat . Pengawet kimia ini 
dapat menumnkan kualitas wama produk (wama mernudm berubah rnenjadi kekuningan) 
sebaliknya pemakaian nisin Z tetap dapat rnempertahankan kesegaran produk selama 5 
minggu pada penyimpanan suhu dingin (Einarson dan Lauzon, 1995). Sclanjutnya Eckner 
(I 991) menyatakan bahwa nisin berpotensi untuk diaplikasikan pada produk ikan yang 
disimpan pada suhu 10" C, karena nisin mampu mengmgi  terjadinya pembusukan ikan 
yang disebabkan oleh closlridia dan bakteri anaerob fakultatif. 
Ryan ei al. (1996) melapotkan bahwa Lactococcus 1ucri.s mampu menghasllkan 
baktcriosin lacticin 3147 yang efektif menghambat pertumbuhan bakteri patogen dan 
bakteri pembusuk Gram positif yang tidak diehendaki selama pembuatan keju. 
Selanjutnya Tanaka el al., (1986) mengemukakan bahwa aplikasi nisin pada pembuatan 
keju mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen yang menghasllkan toksin yang 
dikcnal sebagai Clostridium bontlinum. Pemberian nisin sebesar 500 HJlg terbukti efektif 
menghambat pertumbuhan dan pembentukan toksin oleh Clostridium botulinum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
111. METODE PENELITIAN 
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelilian dilaliukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Teknologi tlasil 
Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Brawijaya, Malang. yang 
dilaksanakan mulai bulan Juli -Nopember 2008. 
3.2 Alat dan Bahan 
Petalatan yang digunakan meliputi. otoklaf, seperangkal alat elektroforesis, 
sentrifus, freezer, inkubator, pll meter (Mert Ohm), membran dialisis (Sigma), 
speklrofotometer LJV-Vis (Beckman), kolom kromatografi (1,O X 20 em ) (Pharmacia), 
fraction collector (Pharmacia), vortex, cawan petri, tabling reaksi, labu Erienrneyer, labu 
takar, beaker-glass, refrigerator, freeze dryer, 
Isolat bakteri asam laktat yang digunakan dalarn penelitian ini terdiri dari I3 isolat 
BAL yaitu AIS-11, AIS-12, AIS-13, AIS-14, AIS-15, AIS-16, AIS-17, AIS-18, ESR-1, 
ESK-2, ESR-3, ESR-9, ESR-I 1, SM-25, SM-26, SM-28, SM-32, SM-46, BK-8, BR-I706 
yang diduga sebagai penghasil bakteriosin. Pcd~ococcus acidilactici LB 42 digunakan 
sebagai bakteri indikator dan Pediococcu~ acidilactlci F penghasil pediocin AcH 
digunakan sebagai bakteri slandar dalam uji aktivitas bakteriosin. Penyirnpanan isolat 
sebagai stok dilakukan pada suhu -80' C, yaitu dengan menempatlcan sel yang bemmur 
16 jam ke dalam tabung eppendorf yang berisi campnran glisercll 10% dan susu skim 
20% (1:l). 
Medium yang digunakan ada beberapa macam, yaitu medium TGE cair (tryptone, 
glucose, yeast extract) digunakan untuk produksi dan pemeliharaan kultur. Komposisi 
media TGE cair adalah : 2% tripton, 2% glukosa, 2% yeast ekstrak, 0 2  tween 80, 0,01% 
tween R0,0,01% MnS&O, 0,01% MgS04.7H20 dengan pengaturan pH 6,5 (Biswas, et 
al., 1991). Medium TGE agar-lunak (soft agar) digunakan untuk overlay bakteri 
indikator. Komposisi medium TGE agar tidak sama dengan medium TGE cair namun 
dengan penambahan agar 0,75%. Media medium TGE agar-keras digunakan untuk 
plating. Komposisi medium TGE agar-keras sama dengan medium TGE cair namun 
dengan penambahan agar 15%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
3.3 Pelaksanaan Penelitian 
Tahapan penelitian yang dilakukan ~neliputi skrining terhadap isolat BAL 
penghasil bakteriosin secara kualitatiE Selanjutnya dilakukan skrining sccara kuantitatif. 
Setel.& didapatkan isolat penghasil bakteriosin yang memiliki aklivitas antibakteri 
tertinggi selanjutnya dilakukan ekstraksi dan purifikasi bakteriosin. Tahap terakhir adalah 
melakukan karaklerisasi bakteriosin dengar1 melihat stabilitas bakteriosin terhadap 
pengaruh perlakuan suhu, pH, enzim proteolitik, serta menentukan berat molekul 
bakteriosin. 
3.4 Analisis Penelitian 
1. Skrining BAL secara kualitatif 
Skrining terhadap bakteri asam laktat dilakukan dua tahap, tahap pertama 
dilakukan uji kualitatif untuk menulih isolat penghasil bakteriosin dengan menggunakan 
metode agar drffusion techniques, tahap kedua dilakukan uji kuantitatif untuk menuli 
isolat penghasil bakteriosin yang memiliki aktivitas penghambatan tertinggi dengan 
menggunakan crifical drlulron method (Daba el al., 1991). Uji kualitatif dilakukan 
dengan menumbuhkan isolat bakteri asam laktat dalam medium cair TGE pada 30' C, 24 
jam. Kemudian dilakukan seri pengenceran kultur bakteri asam laktat sampai 
pengenceran lo-' (lergantung pada pertumbuhan bakteri asam laktat). 100 p1 kultur dari 
pengenceran sampai lo4 masing-masing dipindahkan dalam cawan petri. Pada 
masing-rnasing cawan petri d~tuangkan medium TGE agar-keras (suhu medium mencapai 
48' C )  scbanyak 5 ml. Bila medium sudah mmadat (15 menit) Selanjutnya dituangkan 
medium TGE agar-keras (suhu medium meneapai SO0 C) sebanyak 4 ml untuk menutup 
permukaan sehingga dapat dihindari pertumbuhan bakteri pada bagian permukaan agar. 
Setelah medium memadat (15 menit) , semua cawan petri diinkubasi pada suhu 30' C 
selama 2 hari atau ~ampai terlihat perturnbuhan koloni. Setelah koloni tumbuh 
selanjutnya dituang 5 ml medium TGE agar-hmak (48' C) yang telah diinokulasi 5 p1 
bakteri indikator (umur 24 jam). Inkubasi dilakukan pada suhu 30' C selama 24 jam 
untuk mengetahui adanya penghambatan pertumbuhan bakteri indicator oleh bakteri 
asam laktat yang ditunjukkan dengan terbentuknya zona jernih. Penghambatan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
perturnbuhan bakteri indikator ini disebabkan karena produksi senyawa antibakteri oleh 
bakteri asam laktat. 
I lsolat Bahtcri Asam Laktal I 
S krining 
-rljl 
I [Jji Kualitatif (agar diffusion method) I 
Zona jemih (-t) r---l 
Uii Kuantitatif 
(critical dilution method) I 
Isolat penghasil bakteriosin dengan 
penghambatan Lert~nggi 
Ekstraksi bakteriosin 
(adsorbsi-desorbsi method) 
Ekstraksi bakteriosin 
Karakterisasi bakteriosin. kestabilan 
thd suhu, pH, enzim proteolitik, dan 
berat molekul 
Gambar 3. Diagram Alir Tahapan Penelitian 
Zona jernih (-) m 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
2. Skrining BAL Secara Kuantitatif 
Skrining tahap kedua dilakukan tcrhadap isolat yang menunjukkan zona jemih. 
Skrining mi dilakukan dengan cara menuang 5 ml medium TGE agar-keras (48" G )  
dib~arkan memadat (15 menit), kemudian medium TGE agar-lunak yang telah di~nokulasi 
dengan 5 p1 bakteri indikator (lo5- 10" ) dituangkan diatasnya dan selanjutnya diinkubasi 
pada suhu 4" C selama 1 jam. Lima mikroliter supernatan bakteri asam iaktat yang telah 
diencerkan pada berbagai level dispotkan pada permukaan medium TGE agar yang telah 
diinokulasi dengan bakteri indikator Pediococcu.~ acidilactici LB 42. Supematan 
diperoleh dengan melakukan sentrifugasi kultur broth (15.000 X g, 15 menit) kemudian 
dipanaskan pada suhu 100" C selama 5 menit dengan tujuan untuk mematikan sel dan 
menghflangkan aktivitas enzim proteolitik. Dilakukan serial pengeneemn (IOX, 30X, 
SOX, ...) untuk mengetahui besarnya aktivitas penghambatan. Setelah supematan 
dispotkan pada permukaan medium TGE agar Selanjutnya dilakukan inkubasi pada 4' C 
selama 1 jam dan dflanjutkan inkubasi pada suhu 30" C selama 24 jam. Akt~vitas 
penghambatan dinyatakan sebagai Arbitrary Units (AUIml), yaitu diperoleh dari 
pengenceran tertinggi yang masih menunjukkan adanya aktivitas penghambatan (zona 
jenuh). Misalnya pengenceran tertinggi yang masih menunjukkan zona jemih adalah 50X 
maka besamya aktivitas adalah 1000 ml/ 5p1 X 50 = 10.000 AUfml. 
3. Ekstraksi (Adsorbsi-desorbsi) bakteriosin 
Ekstraksi bakleriosin dilakukan dengan menggunakan metode adsorbsi-desorbsi 
sel (Hlegado, el al., 1997) yaitu inokulum sebesar 1 ditumbuhkan pada medium TGE 
(500 ml), kemudian diinkubasi pada 30' C selama 16 jam. Selanjutnya kultur dipanaskan 
dalam air mendidih selama 30 menit untuk rnematikan sel dan rnerusak aktivitas enzim 
proteolitik. Selanjutnya pEI diatur sampai 6,s menggunakan 10 mM NaOI-I, dengan 
tujuan agar tejadi adsorbsi hakteriosin pada sel kemudian dilakukan stiring pada 4' C 
selarna 24 jam untuk rnembantu proses adsorbsi. Untuk mendapatkan sel seIanjutnya 
dilakukan sentrifugasi 15.000 X g selama 15 menit. Pelet yang didapat selanjutnya dicuei 
dengan 2 mM Na2HP04 dan dilakukan resuspensi sel dalam 60 ml 100 mM NaCI 
kemudian pH diatur sampai mencapai pH 2,5 dengan menggunakan HC1. Stiring 
dilakukan pada suhu 4oC selama 24 jam. Langkah selanjutnya dilakukan sentrifugasi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
29.000 X g selama 30 menit. Pelet (sel) dilarutkan dalam 60 ml dFIx0, untuk 
menghilangkan efek NaCl maka supematan yang dihasilkan didial~sis denyan membran 
dialisis (cut off 3500) pada 4'C selama 2 jam (aquades diganti tiap 0,5 jam). IXalisat 
dikering bekukan ifreeze drying) selama 24 jam selanjutnya disimpan pada suhu -10" C 
sebelu~n digunakan. 
4. Karakterisasi bakteriosin 
Karakterisasi yang dilakukan meliputi uji stabflitas bakteriosin terhadap pengaruh 
suhu, enzim proteolitik, pH, dan berat rnolekul bakteriosin. 
a. Stabilitas bakteriosin terhadap pengaruh suhu 
Uji stabilitas bakteriosin terhadap pengaruh suhu dflakukan dengan memanasi 
sampel dalam air mendidih (100" C )  selama 15 rnenit, didingmkan dan dflakukan uji 
aktivitas penghambata~ya. Sampel lainnya diperlakukan pada suhu 121°C selama 15 
menit, didinginkan dan dflakukan uji aktivitas pengharnbatan. Pengujian adalah sebagai 
berikut: 5 pi sampel dispotkan pada medium TGE agar yang telah diinokulasi dengan 
bakteri indikator. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 30" C selama 24 jam, dan dflakukan 
pengamatan aktivitas bakteriosin yang ditandai dengan terbentuknya zonajemih. 
b. Stabilitas Bakteriosin terhadap Pengaruh Enzim Proteolitik 
Uji stabilitas bakteriosin terhadap pengaruh enzim proteolitik d~lakukan dengan 
cara melarutkan enzim proteolitik dalam 4 mM/1 bufer fosfat pH 7,O pada konsentrasi 
200 pglml. Kemudian ditambahkan sampel sehingga konsentrasi 10 mg/rnl. Inkubasi 
dilakukan pada suhu 30' C selama 1 jam. Pengujian aktivitas bakteriosin adalah sebagai 
berikut: 5 p1 sampel dispotkan pada medium TGE agar yang telah dilakukan overlay 
dengan medium TGE agar-Iunak yang mengandung bakteri indikator. Selanjutnya 
inkubasi dilakukan pada suhu 30' C selama 24 jam dan dilakukan pengamatan aktivitas 
bakteriosin yang ditandai dengan munculnya zona jernih. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
c. Stabilitas hakteriosin terhadap pengaruh pH dan suhu 
[Jjt stabilitas bakteriosin terhadap pH dilakukan dengan cara melamtkan sampel 
dalam air bebas ion dengan konsentrasi akhir 50 mdml. Sampel kemudian diatur dcngan 
menggunakan 10 niW1 NaOH steril atau 10 mMl1 lIC1 untuk mencapai beberapa 
t~ngkat pFf yaitu antara 2,O sampai 12. Inkubasi 1) 25' C, 2 jam 2) 25" C, 24 jam 3) 
IOO0C, 20 menit. Sampel kemudian diatur untuk mencapai p1-I 7,0 dengan 4 mMll bufer 
fosfat steril. Pengujian adalah sebagai berikut: semua sample dipanaskan selama 3 menit 
dan 5 pi sampel dispotkan pada medium TGE agar yang telah di overlay dengan TGE 
agar-lunak yang mengandung hakteri indikator. Munculnya zona jemih yang merupakan 
penghambatan pertumbuhan terhadap bakteri lndikator menunjukkan adanya akt~vitas 
bakteriosin. 
e. Penentuan Berat Molekul Bakteriosin 
Penentuan berat molekul dflakukan dengan SDS-PAGE dengan konsentrasi gel 
16% yailu dengan mengukur mobilitas protein dalam PAGE yang mengandung SDS. 
Protein standar yang sudah diketahui BM-nya juga dielektroforcsis untuk diukur 
mobililasnya. Mobilitas protein diperoleh dengan mengukur jarak perpindahan protein 
dari perhatasan s(ackingge1 dan resolving gel sampai pita protein yang dimaksud (a cm), 
selanjutnya diukur pula jarak perpindahan lamtan dari perbatasan stacking dan resolving 
gel ke batas terbawah (b cm). Selanjutnya nilai Rf = afb, diplotkan dalam kertas semi log 
dengan Rf pada sumbu x dan BM pada sumbu y. Data yang didapat dari nilai Rf dan BM 
yang diplotkan ke kertas semi log selanjutnya digunakan unhlk me~nperoleh kurva 
standar protein. Protein yang akan diietahui berat molekulnya dihilung dengan rnenarik 
nilai Rf ke kurva standar kemudian dihubungkan ke sumbu y. Berat molekul protein 
standar yang digunakan adalah Albumin (66 kDa), Chicken egg albumin (45 kDa), 
Glyseraldehide 3 Phosphate dehidrogenase (36 ma), Rabbit muscle (29 kDa), 
Trypsinogen (24 kDa), Trypsin inhibitor (20 m a ) ,  lacfalbumin (14,2 kDa), Aprotinin (6,s 
kDa). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
1%'. HASIL DAN PEMBAHASAN 
4.1 Skrining BkL Secara Kualitatif 
Dua puluh satu isolat bakteri asam laklat (BAL) berhasil diisolasi dari hemlacam- 
rnacam produk daging yang dipawkan di Indonesia (Tabel 3). Beberapa isolat bakteri 
asam laktat hasil isolasi dari produk daging antam lain BR-I, BR-8, BR706, SM-25, 
SM-26, SM-28, SM-32, SM-46, ESR-I, ESR-2, ESR-3, ESP.-9, ESR-11, AIS-1 I, AIS- 
12, AIS-13, AIS-14, AIS-15, AIS-16, AIS-17 dan AIS-18. 
Bakteri asam laktat PAL) yang diymakan dalam penelitian ini rnerupakan BAL 
yang diisolasi dari produk daging ha1 ini dimaksudkan untuk memperoleh isolat BAL 
yang mampu menghasilkan bakteriosin dengan aktivitas antibakten yang tingg~. Seperti 
diketahui bahwa BAL dapat ditemukan baik pada bahan nabati (plunt origin 
products) maupun bahan hewani (meul/fish products) Namun sejauh ini bebelapa basil 
penelitian rnenunjukkan bahwa BAL yang mampu menghasilkan bakteriosin dengan 
aktivitas antibakteri tinggi banyak ditemukrm pada bahan hewani misalnya ikan, keju dan 
produkdaging. Sedangkan BAL yang telah berhasil &isolas~ dari bahan nabati seperti 
produk-produk fermentasi misalnya growol, tempoyak, tempe, aslnan terung serta 
aslnan rebung rnerupakan BAL yang menghasih bakteriosin dengan aktivitas 
antibakteri rendah (Djaafar, 1994). Berdasarkan basil penelitian yang telah dilakukan 
tersebut maka pemakaian isolat BAL &ui produk daging diharapkan akan berhasil 
mendapatkan BAL yang berpotensi menghasilkan bakteriosin dengan aktivitas 
antibakteri tinggi. Kemampuan isolat BAL dalam menghasilkan bakteriosin dapat 
diketahui dengan melakukan shining awal yaitu menggunakan uji kualitatif (ugar 
dffision techniques,. Skrining tahap awal terhadap 21 isolat BAL yang digunakan, 
memperlihatkan adanya aktivitas antibakteri terhadap bakteri indikator Pedzococcus 
acidllactici LB 42. Aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan munculnya zona 
jernih di sekitar koloni bakteri asam laktat. Sebagai pembanding digunakan 
Yediococcus uc.idiluchci F yang telah diketahui positif menghasilkan bakteriosin. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Tabel 3. Hasil ~solasi bakteri asam laktat dari produk daging 
 nu.^^ su~umb&/poduk I Aktivitas I 
1 1 1 ( antibakteri 1 
*, zona jernih yang ter&ntuk karena aktivitas aram 
**,zona jernih yang terbentuk karena aktivitas bakteriosin 
Tabel 3 menunjukkan hasil skrining awal bahwa aktivitas antibakteri yang 
disebabkan oleh asam (zona jernih yang terbentuk tidak jelas dan tidak tegas) 
tampak pada isolat SM-28, AIS-1 L AIS-12, AIS-13, AIS-14, AIS-15, AIS-16. 
AIS-17 dan AIS-IS. Sedangkan aktivitas antibakteri yang disebabkan karena 
bakteriosin (zona jernih yang terbentuk jelas dan tegas) tampak pada isolat SM- 
25, SM-26, SM-32, SM-46, ESR-I, ESR-3, ESR-9, ESR-11, BR-706, BR-1 dan 
BR-8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
4.2. Skrining BAL Secara Kuantitatif 
Skrining secara kuantitatif dilakukan terhadap  sola at yang memiliki hasil 
positif pada tahap skrining secara kualitatif. Skrining secara kuantitatif dilakukan 
dengan menggunakan metode pengencenn (crilical diluiion method). Metode ini 
bertujuan untuk mengctahui sampai seberapa besar penghambatan bakteriosin 
lerhadap bakteri indikator Pedrococcu.~ ucidilactici LB 42. Besarnya aktivitas 
penghambatan dinyatakan sebagai urhilrav unrrs (AU/ml) yaitu besarnya 
pengenceran terakhir yang masih mampu memberikan penghambatan terhadap 
bakteri ~ndikator (Daba et a l ,  1994) Dengan demikian, manfaat digunakannya 
metode pengenceran ini adalab dapat d~tentukan isolat yang mempunyai aktivitas 
penghambatan terhadap bakteri indikator tertinggi. Bakteri indikator yang digunakan 
dalam skrining in1 adalah Pediococcus ucidilactici LB 42, pemilihan bakteri 
indikator ini didasarkan atas sifat sensitifitasnya terhadap bakteriosin. Pediococcus 
acidilucticr LB 42 memiliki sensitifitas tertinggi terhadap bakteriosin diwtara bakteri 
indikator lain yang digunakan. Selain itu pemilihan bakteri indikator didasarkan 
atas si fat resistensin y a terhadap asam. Pediococcus acidilacticl LB 42 memiliki 
resislensi linggi terhadap asam sehinyga penghambatan pertumbuhan bakteri 
indikator yang terjad~ (munculnya clcar zone) benar-benar disebabkan karena 
bakteriosin hukan karena asam. Pada sknniny secara kuantitatif ini berhasil d~peroleh 
12 isolat yang tetap n~enunjukkan aktivitas penghambatan terhadap bakteri indiitor 
dengan besar aktivitas penghambatan be~arias i .  Tabel 4 menyajikan besarnya 
aktivitas penghambatan yang dihasilkan oleh isolat yang didapat. Terlihat bahwd isolat 
yany secara kualitatif menghasilkan zona jemih dengan tepi lingkaran kabur tidak 
terdeteksi aktivitasnya pada uji kuantitatif sebaliknya isolat yang secara kualitatif 
menghasilkan zona jemih dengan tepi lingkaran jernih dan tegas akan tetap terdeteksi 
aktivitasnya pada u j ~  kuantitatif. Hal im terjadi katena pada uji kualitatif ti& 
dilakukan pengaturan pH untuk menetralkan asam maupun pemanasan sehigga 
aktiv~tas yang disebabkan oleh bakteriosin maupun asam akan muncul sedangkan pada 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
uji kuantitatif dilakukan pengaturan pH maupun pemanasan sehingga aktivitas yang 
muncul hanya aktivitas yang disebabkan oleh bakteriosin. Dari kedua belas isolat 
tersebut, maka dipilih isolat yang memiliki aktivitas penghambatan terhadap bakteri 
indikator tertinggi. Dari uji kuantitatif yang dilakukan didapat hasil bahwa isolat yang 
menunjukkan aktivitas penghambatan terhadap bakteri indikator Pcdiacoccus 
acrdiludic~ LB 42 karcna adanya bakteriosin hanya ditunjukkan oleh isolat SM-25, 
SM-26. SM-32, SM-46,  ESR-1, ESR-2, ESR-3. ESR-9, ESR-11, BR-706, BR-I, 
dan I3R-8. 
Tabel 4 Hasil uji kuantitatif aktivitas antibakteri BA L terhadap bakteri indiiator 
Pediococcus ucidilucrici LB 42 
SM-26 
SM-28 tidak terdeteksi 
SM-32 6000 
.- 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
- 
18 
. 
ESR-I1 
AIS-I I 
AIS-12 
AIS-13 
AIS-14 
AIS-15 
A1S-16 
AIS-17 
AIS-18 
-- 
200 
tidak terdeteksi 
tidak terdeteksi 
tidak terdeteksi 
tidak terdeteksi 
tidak terdeteksi 
tidak terdeteksi 
tidak terdeteksi 
tidak terdeteksi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Sedangkan 10 isolat lainnya tidak menunjukkan aktivitas antibaktcri. Tidak 
munculnya akl~vilas antihakteri ini disebabkan adanya dua kemungkhan yaitu metode 
yang diylnakan tidak mampu mendeteksi bakteriosin yang dihasilkan oleh BAL kmna 
kadar bakteriosin yang dihasilkan sangat rendah. Kemungkinan kedua adalah bakteri 
indikator yaitu Pediococcus ucidiluclici LB 42 yang digunakan tidak sensitif tcrhadap 
bakteriosin yang dihasilkan oleh isolat tersebut. Aktivitas bakteriosin yang 
dihasilkan oleh isolat BAL yang didapat pada penelitian ini pada umumnya 
masih rendah, hanya beberapa isolat yang menunjukkan aktivitas tinggi yaitu SM- 
46 yaitu sebesar 10.000 AU/ml dan BR-8 yaitu sebesar 18.000 AUIml. 
Berdasarkan hasil uji kuantitatif yang diperoleh maka isolat BR-8 digunakan 
sebagai isolat penghasil bakteriosin. 
4.3 Ekstraksi Bakteriosin dari Isolat HR-8 
Ekstraksi bakteriosin dilakukan terhadap isolat BAL yang menunjukkan 
aktivitas antibakteri tertinggi yaitu isolat BR-8. Ekstraksi dilakukan dengan 
menggunakan metode adsorbsi-desorbsi yang dilakukan dengan menggunakan pH 
6,s dengan tujuan agar bakteriosin teradsorbsi pada permukaan sel. Penggunaan 
pH 6,5 ini mengacu pada penelitian yang telah dilakukan oleh Yang ef crf (1 992) 
dan Van't Hul dan Gibbson (19963 bahwa adsorbsi maksimum bakteriosin dari 
Loctococcu.r factis subsp. lucfis terjadi pada pH 6.5 dan adsorbsi tidak terjadi 
lagi saat mencapai pH dibawah 3,O. Selanjutnya sel beserta bakteriosin yang 
menempel pada permukaamya dipisahkan dari lamtan kultur dengan sentrifugasi. 
Proses desorbsi pada penelitian ini d~gunakan pH 2,s. Yang et a[ (1992) 
menyatakan bahwa pclcpasan bakteriosin @roses desorbsi) dari sel terjadi pada 
pH dibawah 3,O. Pada penelitian ini dilakukan optimasi pH untuk pelepasan 
bakteriosin dari permukaan sel. Variasi pH yang digunakan adalah pH 2,0, pH 
2,5 dan pI4 3.0. Dari beberapa pH yang digunakan memperlihatkan basil bahwa 
pH 2.5 merupakan pH yang menghasilkan pelepasan bakteriosin tertinggi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Pcrolchan bakteriosin oleh isoIat BR-8 pada beberapa tahapan ekstraksi disajikan 
pada 'I'abel 5 .  
Bakteriosin mcrupakan senyawa antibakteri yang bersifat ekstraseluler 
yang disekresikan baktcri ke dalam medium. Yang el a1 (1992) rnenyebutkan 
bahwa untuk mernpelajari sifat-sifat bakteriosin dan menentukan efektivitas 
bakteriosin bila diaplikasikan pada bahan pangan, perlu dilakukan suatu usaha 
untuk rnendapatkan bakteriosin dalam jumlah besar serta dalam bentuk murni. 
Metode presipitasi dengan menggunakan amonium sulfat telah banyak digunakan 
dalam usaha untuk memperoleh bakieriosin murni. Wamnn terbukti bahwa 
metode ini tidak rnemuaskan karena hasil yang diperoleh belum menunjukkan 
tingkat kemurnian yang diharapkan, karena protein lain selain bakteriosin yang 
berada dalam medium juga akan mengalami presipitasi (Bhunia ef al.. 1988: 
Davey dan Richardson, 1981). Selain itu untuk keperluan penentuan komposisi 
dan sekuensing asam amino yang pada dasarnya membutuhkan protein dengan 
tingkat kemurnian tinggi, maka akan dibutuhkan beberapa teknik kolom 
kromatografi untuk purifikasi lebih lanjut sampai dihasilkan bakteriosin dalam 
keadaan murni (Yang el a t ,  1992). Usaha unluk mendapatkan bakteriosin dalarn 
keadaan relatif murni dengan cara yang lebih mudah tcrus dikembangkan. 
Bhunia ef al. (1991). mernpelajari mekanrsme penghambalan pediocin AcH 
terhadap Lacfobacillus planfarurn NCDO 955 dan berhasil mengamati hahwa 
adsorbsi pediocin AcH pada sel dipengaruhi oleh pH. Pada umumnya sel 
penghasil bakteriosin akan mengadsorbsi bakteriosin yang dihasilkan olehnya. 
Berdasarkan sifat tersebut maka dengan melakukan pengaturan pH tertentu, 
bakteriosin akan teradsorbsi pada sel dan pada pH tertentu pula bakteriosin akan 
tcrlepas dari sel. Kemumian hasil ekstraksi ini telah terbukti seperti yang 
dilaporkan oleh Motlagh el al. (1992) yaitu telah dilakukan transfer protein 
pediocin AcH dari gel pada membran transblot dan membran tersebut telah 
berhasil digunakan untuk sekuensing peptida secara parsial. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
l'abel 5. Hasil bakteriosin pada beberapa tahapan ekstraksi 
, . , ~ .  ,- - , 
Hasil bakteriosin AUlml AU (%) 
otal bakteriosik ~ p~ dalaln kultur broth (500 ml) i 18.000 
, . 
akteriosin yang ~ tidak ~~~~~ t&adsorbsi (500'ml) 
aktenosin - yang . ~ tidak terdesotbsi . .  - .  (60 ml) 
~ ~~ , , . ~ ~  ~ > ,  .~ ~~~ 
Total bakteriosin yang tereksttak (60 ml') 
~. ~ . .  . . , .. 
64.000 3,s X lo6 (42,2%) 
~. ~~, ~... ,, j 
Tahapan ekstraksi yang dilakukan dalam penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui berapa banyak bakteriosin yang dihasilkan serta unluk mengetahui 
bakteriosin yang hilang selama tahapan ekstraksi. Penggunaan pH 6,5 untuk 
adsorbsi didasarkan pada asumsi bahwa pada pH tersebut bakteriosin yang 
bersifat kationik akan menempel pada receptor sel yang bermuatan ncgatif. 
Terlepasnya bakteriosin kembali dari dinding sel karena perlakuan pH 2,5 
disebabkan karena pada kondisi asam ion H+ berlebih sehingga mampu 
menggantikan bakterios~n ynng terikat pada receptor dinding sel. Pada Tabel 5 
terlihat bahwa bakteriosin yang dihasilkan dengan metode adsorbsidesorbsi yaitu 
sebesar 42,2%. Bakteriosin yang hilang dalam supernatan atau bakteriosin yang 
tidak teradsorbsi saat perlakuan dengan pH 6,5 sebesar I, 1%. Sedangkan 
kehilangan bakteriosin dalam sel atau bakieriosin yang tidak terlepas dari sel saat 
perlakuan pH 2,5 adalah sebesar 2.6%. Hasil ini memiliki kemiripan dengan 
hasil yang dilaporkan oleh Yang el al. (1992) yaitu ekstraksi bakteriosin benrariasi 
tergantung jenis bakteri asam laktat dan kondisi adsorbsi-desorbsi yang 
digunakan. Ekstrak yang dihasilkan berkisar antara 44,3 sampai 100%. 
Kehilangan bakteriosin yang terjadi dalam supernatan be~kisar antara 0 sampai 
7,7% sedangkan kehilangan bakterios~n dalam sel berkisar antara 0,6 sampai 
2,3%. Selama selama proses ekstraksi digunakan NaCl ha1 ini ditujukan untuk 
rnenghindari te rjadinya pengendapan molekul bakteriosin serta mernbantu proses 
desorbsi molekul bakteriosin dari sel (Elegado et al., 1997). Rendahnya hasil 
ekstraksi pada penelitian ini dimungkinkan karena terjadinya kerusakan bakteriosin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
saat proses ekstraksi berlangsung, selain itu disebabkari karena adanya aktlvitas 
enzirn ploleol~tih y a n g  d~has~ lkan  BAL. sehlngga merusak akt~vitas ant~bakteri 
bakteriosin 
4.4. Deteksi Aktivi tas Bakleriosin dar i  isolai BR-8 da lam SDS-PAGE. 
Deteksl aktivltas bahteriosin dengan menggunakan SDS-PAGE bertujuan untuk 
mengetahui berapa banyak plta proteln yang dihasilkan setelah tahap ehstraksi 
d~lakukan serta berapa banyak pita protein yang menunjukkan adanya aktivitas 
penghambatan telhadap bakten indikator Baktenos~n yang d~hasilkan pada lahapan 
ekstraksi selanjutnya dianalisis dengan menghanakan SDS-PAGE (16%). 
G a m b a r  4. Hasil deteksi aktivitas bakteriosin dari isolat BR -8 dalam SDSPAGE. 
(1) pita protein hasil ekstraksi isolat BR-8. (2) pita protein yang 
menunjukkan aktivitas bakteriosin. Anak panah menunjukkan pita protein 
(hakteriosin) yang memiliki aktivitas antibakteri. Bakteri indikator yang 
digunakan adalah Yediococcit.~ aczdilacfrcciLB 42. M: marker 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Hasil SDS-PAGE menunjukkan bahwa terdapat banyak pita protein (Cambar 4). 
Ketika dibandingkan dengan gel yang digunakan untuk uji aktivita5 antibaktcri, maka 
salah satu pita protein menunjukkan adanya aktivitas penghambatan terhadap bakteri 
indikator Pediococcuv uczdzlaclici LB 4 2  (Gambar 4). Dapat diambil kesimpulan 
bahwa hanya ada satu pita protein yang menghasilkan bakteriosin, yaitu dengan 
munculnya mna bening atau satu zona penghambatan pertumbuhan bakteri indikator 
Pediococcus acrdilucllci LB 4 2 .  
Bhunia er a1 ( 1987 ) melaporkan bahwa dengan menggunakan SDS - 
PAGE dapat digunakan untuk mengidentifikasi pita protein tertentu yang merniliki 
aktivitas antibakteri. Selanjutnya Bhunia (1987) telah melakukan deteksi senyawa 
antibakteri yang dihasilkan Pediococcus acidilactici dalam SDS-PACG dan 
hasilnya menunjukkan terdapat beberapa pita protein yang rnernpunyai kisaran 
BM antara 2,7 kDa - 50 kDa. Pada gel hasil elektroforesis menunjukkan bahwa 
aktivitas antibakter~ ditandai dengan munculnya zona jernih yang rnerupakan hasil 
penghambatan pertumbuhan Lacfohacillus plantarum. Setelah dibandingkan 
dengan BM standar maka zona jernih yang muncul hanya pada pita protein yang 
merniliki BM sebesar 2,7 kDa sedangkan protein lain tidak menunjukkan adanya 
aklivitas antibakteri. 
4.5 Purifikasi Bakteriosin dari lsolat BR-8 Menggunakan Kromatografi 
Penukar Anion 
Setelah dilakukan deteksi aktivitas bakteriosin dengan menggunakan SDS- 
PAGE tahap selanjutnya adalah purifikasi bakteriosin hasil ekstraksi dengan 
menggunakan kromatografi penukar ion DEAE-cellulose. Tabel 6 menyajikan 
tahapan pemurnian bakteriosin rnelalui ekstraksi dan kromatografi penukar anion 
DEAE-cellulose. Pernumian bakteriosin dengan menggunakan mefode adsorbsi- 
desorbsi manlpu rneningkatkan aktivitas spesifik bakteriosin sebesar 40,5 kali 
dibandingkan dengan aktivitas dari supernatan. Sedangkan pada tahap pemurnian 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
menggunakan kromatograli DEAE-cellulose diperoleh peningkatan aktivitas 
spesifik scbesar 136,l kali dibandingkan aktivitas spesifik pada supematan. Hasil 
yang diperoleh dari tahap ini adalah sebesar 14,4%. Penurunan Lotal aktivitas 
pada tahap akhir pemurnian, disebabkan karena adanya protein murni yang 
dthasilkan pada saat ekstraksi tidak terikat pada kolom. Sesuai dengan 
penelitian Jimenez-Diaz (1995) bahwa penurunan total aktivitas protein hasil 
purifikasi menggunakan kromatografi penukar ion terjadi karena terdapat maleri 
dalam fraksi yang telah dimurnikan yang tidak terikat oleh kolom. Iiasil ini tidak 
jauh berbeda dengan apa yang dilaporkan oleh Barefoot dan Klaenhammer 
(1984) bahwa terjadi penurunan hasil sampai 3% yang disebabkan karenn pada 
saat dilakukan pemisahan dengan kolom penukar ion terjadi adsorbsi supematan 
yang tidak sempurna dan tidak sempurnanya proses desorbsi oleh resin selama 
proses penukaran ion. Lebih lanjut dinyatakan bahwa penurunan hasil ini diduga 
karena terjadi denaturasi bakteriosin selama proses purifika~l atau kemungkinan 
lain diduga karena tidak lamtnya hakteriosin pada bufer yang memiliki 
konsentrasi garam tinggi. Stoffels el r ~ l .  (1992) juga melaporkan bahwa terjadi 
pcnurunan hasil sampai 1% pada tahap akhir pemurnian carnocin U149, yang 
diduga karena terjadi ~naktivasi hakteriosin selama proses purifikasi. 
Tabel 6. 
Tahap r 
bakteriosin dari isolat BR-8 
Aktivitss Total Akt.sps. Hasil Tk. 
(AUlml) aktivitas AUlmg (%) Kemur- 
(AU) nian 
Kultur 18.000 9,0x10b 1836,7 100 1 
Ekstraksi 64.000 3,8 x106 7441 8,6 42,2 40,s 
(adsorbsi- 
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pernumian dengan menggunakan metode 
adsorbsi desorbsi mcnghasilkan tingkat kemurnian yang lebih tinggi bila 
diband~ngkan dengan hasil pernumian lactocin S dari Lacrohac!llur sake L45 yang 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
telah dilakukan oleh Mortvedt et ul (1991). Pemurnian dilakukan dengan 
mengunakan presipitasi arnmonium sulfat menghasilkan peningkatan spes~fik 
sebesar 27 kali, tahap pemumian selanjutya menggunakan kromatografi penukar 
ion Q-Sepharose dengan peningkatan aktivitas spesifik sebesar 76 kali. 
Gambar 5 menyajikan basil elusi bakteriosin dari kromatografi penukar 
anion DEAE-cellulose. Sampel yang diaplikasikan pada pemurnian tahap ini adalah 
bakteriosin hasil ekstraksi dengan aktivitas penghambatan 64.000 AUIml. 
1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 
Fraksi 
Gambar 5. Kromatografi penukar anion DEAE cellulose dari bakteriosin yang 
dihasilkan oleh isolat BR- 8. B a kteriosin dielusi dengan gradien linier 
0.1-1 M NaCl dalam bufer Fosfat pH 6.5; masing-masing fraksi (3 
ml) dikumpulkan dan diukur aktivitasnya. (.) absorbansi pada 280 
nm : (-) aktivitas bakteriosin 
Elusi terhadap bakteriosin dilakukan dengan gradien linier 0,l-1 M NaCI 
dalam bufer fosfat pH 6 , s .  Kecepatan alir yang digunakan adalah 15 mlfjam. 
Profil hasil elusi pemurnian kromatografi penukar ion DEAE-cellulose 
menghasilkan satu puncak pada OD280 dan aktivitas antibakteri bakteriosin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
terdapat pada f raks~ kc 32 sampai 47 dengan akttvitas tertinggr sebesar 40 000 
AUIml dan ak t iv~ tas  terendah sebesa~ 2000 AUtrnl Hasil elus1 pada fraksi l a ~ n  
tidak menunjukkan adanya aktiv~tas antibakteri 
4.6. Karakter i sas i  Bakteriosin d a r i  isolat BH-8 
Karakterisasi rnelrputi penentuan berat molekul bakterrosin, stab~litas 
bakerlosin terhadap pengaruh suhu, enztm proteolitlk, dan pH 
1. Stabilitas hakterinsin terhadap pcngaruh suhu 
Has11 uji stabilitas bakteriosit~ terhadap pengaruh panas menunjukkan 
bahwa bakte~iosin tetap mem~liki aktivitas antibakteri balk dengan perlakuan 
pemanasan 100" C selarna 15 men11 maupun pemanasan 12 1 " C selama 15 menrt 
Stabil~tas bakter~osrn terhadap pengaruh panas lni sangat menguntungkan 
karena diharapkan dapat dlmanfaatkan sebagai b~opreservas~ produk pangan yang 
melibatkan iBktor pcmanasan dalam pengolahannya Stab~lnya aktivitas 
antibakterr terhadap perlakuan pemanasan diduga berkaitan densan rendahnya BM 
yang dtmilikl bakteriosin sehingga tidak berpengaruh terhadap perlakuan panas 
Seperti yang dinyataLan oleh Ray (19Y.I) bahwa bakterios~n merupakan peptida 
rantal pendek yang stabil terhadap panas Dugaan lain bahwa adanya kandungan 
asanl a m n o  tertentu yaitu sistein yang mampu menlpertahankan struktur 
bakter~os~n darr pengaruh pemanasan sehrngga bakterios~n tetap memiliki 
aktivitas antibakteri Hasil uji stabilitas baktm.os~n terhadap pengamh suhu 
menunjukkan bahwa bakteriosin tetap menunjukkan aktivitas antibakteri dengan 
pemanasan 100" selama 15 menrt dan 121' C selama 15 rnenlt Kestabilan 
bakteriosin terhadap pemanasan menjadikan bakteriosin ini sangat berpotens~ untuk 
d~gunakan sebagai pengawet pada protfuk makanan yang memerlukan pemanasan 
dalam proses pembuatannya 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
2. Stabiiitas bakteriosin terhadap enzim proteolitik 
Baktcriosin merupakan protein yang memiliki kemampuan baktcrisidal 
terhadap bakteri lain. Uji sensitifids bakteriosin terhadap enzim proteolitik 
bertujuan untuk membuktikan bahwa bakteriosin merupakan sualu n~olekul 
prote~n. Tabel 7 lnenyajikan hasil perlakuan beberapa enzim proteolitik tcrhadap 
aktivitas antibakteri bakteriosin. Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan 
berbagai enam proteoldik menyebabkan hilangnya aktivitas antibakteri bakteriosin 
terhadap Peu'iococcu,~ acid~lactrci LB 42. Hilangnya aktivitas penghambatan ini 
disebabkan karcna enzim proteolitik memiliki kemampuan mcndegradasi 
bakteriosin sehingga bakteriosin kehilangan aktivitas antihakterinya. Hasil ini 
menunjukkan bahwa bakteriosin yang dihasilkan isolat BR-8 merupakan molekul 
prote~n. Hal ini sesuai dengan pernyataan Ray (1992) bahwa semua bakteriosin 
sensitif terhadap satu atau lebih enzim proteolitik. 
Tabel 7. Hasil uji slabiditas bakteriosin terhadap pengaruh e n z d  pf~teoliiik 
. .~ , .  , . , ~ . , . , ,  ~~- 
Perlakuan 
. . . . . . . . 1 Kiitro, (tanpa ~ ~~- penahbahin . e&iFj. 
~ i c i n  . .~ 
Papain 
. ~~ . . ~~ ~. . .. ~ ~ .~ ~ . ~ ., ~ .. 
Protease type XIV 
~ - .  .. .~ ~. ~. . ~ , , , ~  
Protease type XXIV' "' ' 
- - ~ -  ~~~~, . . . ~  
+ , terdapat aktivitas antibakten 
- , tidak terdapat aktivitas antibakteri 
Aktivitas antibakteri 
+ 
Pembuktian bahwa bakteriosin adalah protein telah dilakukan oleh Davey dan 
Richardson (1981) yaitu perlakuan bakteriosin dengan pronase, tripsin, dan a- 
kimotripsin menyebabkw bakteriosin kehilangan aktivitas antibakteri. Hal serupa 
juga dikemukakan oleh Kojic et a1 (1991) bahwa bakteriosin kehilangan 
aktivitasnya setelah diperlakukan dengan enzim proteolitik diperlakukan dengan 
enzirn proteolitik seperti pepsin, tripsin, a-kimotripsin, pronase 15 dan proteinase 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Bhun~a et nl 11987) rnengetnukakan bahwa bakteriosln meniilikl beberapa 
s ~ f a ~  unik yaltu tetap t~ktifpada kondisi asam dan hasa serta tetap stab11 terhadap 
perlakuan suhu rendah maupun suhu tinggi, s e h ~ n g g a  ha1 ini sangat 
rnenguntungkan b ~ l a  drmanfaatkan sebaga~ biopreservasl untuk menlperpanjang 
masa srmpan rnakanan kaleng dan juga bahan pangan yang disimpan dalam suhu 
d ~ n g ~ n  Leb~h  lanjut Kojic, cr nl. (1991) rnengemukakan bahwa bakter~os~n S5O 
yang dihasilkan oleh Lactocnccu~ / re f is  subsp S5O tetap stabil pada kisaran 
pH 2 - 11 Hasll penelrtlan C~n tas  (1995) menunjukkan bahwa pedlocln L50 
m e m i l ~ k ~  stab~litas antdra p l l  2 - I I ,  seh~ngga pediocin L50 mem~lik~ potensl 
untuk dlgunakan sebagai bahari pengawet pada bahan pangan yang bers~fat asam 
rnaupun basa 
4. Berat molekul bakteriosin 
Hasil pemurnian hakterrosln dengan rnenggunakan krornatogafi penukar anion 
selanjutnya d ~ a n a l ~ s ~ s  rnenggunakan SDS-PAGE Hasil elektroforesis menunjukkan 
bahwa terdapat 2 pila protein dengan berat molekul masing-mas~ng 20,7 kDa dan 9,8 
kDa (Gnmbar 6) I l j ~  aktlv~tas ant~bakterl menunjukkan has~l  bahwa akttvltas 
antlbakter~ muncul pada plta proteln yang (Garnbar 6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Gambar 6A. Hasil elekt~oforesis SDS-P.4GE Gnmbar 6B. 
densan pewamaan Coomas~e blue ( I )  Marker Hasil elektroforesis SDSPAGE 
(2) Rakter~os~n has11 pur~fikasi dengan kromatoyafi yang menunjukkan zona 
penukar anlon /)/:A/:-ccllulosc. penghambatan terhadap bahter~ 
~ndikator Psd~c>coccrc, 
nc~drlacfrcr LR 42 
Pita protein dengan berat rnolekul 20,7 kDa tidak menunjukkan aktivitas 
pengharnbatan terhadap perturnbuhan /?edrococrr.r crcrd~lactrc~ LB 42 Dapat dtkatakan 
bahwa baktcr~osin hanya d~hasilkan oleh pita protein yang merniliki berat molckul 9,8 
kDa 
Bakter~osin yang dihasllkan pada penelitian ini dapat diklasitikasikan sebaga~ 
bakteriosin kelas 11 yang rnemiliki berat rnolekul rendah Hal in1 sesuai dengan 
pembagran Klaenhammer (1992) bahwa hakteriosin kelas 11 rnerupakan peptida kecil 
kurang dar~  10 kDa, dengan beberapa karakter diantaranya stabil terhadap panas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
V. KESlMPULAN DAN SARAN 
Dari hasil penelitian yang ielah dilakukan. maka diperoleh hasil sebagai berikut: 
1. Dari 21 isolat BAI, yang diduga sebagai penghasil bakteriosin temyaia hanya 12 
isolat BAL yang menunjukkan hasil positif sehagai penghasil bakteriosin. 
2. Dari 12 isolat BAL, yang diketahui sebagai penghasil bakteriosin, maka isolat BR-8 
mempakan isolat yang memiliki aktivitas tertinggi terhadap Pcdiococcus acidilactici 
1.R 42 yailu sebesar 18.000 Alliml. 
3. Hasil purifkasi bakteriosin yang diperoleh menunjukkan adanya peningkatan 
aktivitas spesifik sebesar 136 kali. 
4. Hasil karakterisasi menunjukkan bahwa bakteriosin memiliki BM sebesar 9,8 
kDa, stabil terhadap pengaruh suhu 100' C dan 121' C selama 15 menit, stabil 
lerhadap pengamh pH 2-1 0, sensitif terhadap beberapa enzim proteolitik seperti 
ficin, papain, proteasc type XIV, protease type XXW. 
5.2 Saran 
Perlu dilakukan uji s p e k t m  penghambatan terhadap bakteri lain serta 
dilakukan penelitian lebih lanjut untuk meningkatkan kemurnian bakteriosin dengan 
menggunakm krornatob~c gel filtrasi. 
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